Detection of urinary polyamine by a new enzymatic differential assay. (I). Fundamental study on a new enzymatic differential assay by 酒井, 俊助 et al.
Title新しい酵素法によるポリアミン測定について 第1報: 本法における尿中ポリアミン分別定量の基礎的検討
Author(s)酒井, 俊助; 伊藤, 康久; 小出, 卓也; 鄭, 漢彬; 原, 明; 沢田,英夫










新 しい酵素法に よるポ リア ミン測定 について
第1報 本法における尿中ポ リア ミン分別定量の基礎的検討
岐阜県立岐阜病院泌尿器科(部長:酒井俊助)




原 明 ・沢 田 英 夫
DETECTION OF THE URINARY POLYAMINE BY
A NEW ENZYMATIC DIFFERENTIAL ASSAY
(I) FUNDAMENTAL STUDY ON A NEW ENZYMATIC
DIFFERENTIAL ASSAY
Shunsuke SAKAI, Yasuhisa ITO and Takuya KOIDE 
From the Department of Urology, Gifu Prefectural Gifu Hospital
(Chief: Dr. S. Sakai)
Kanhin  TEI
From the Department of Urology. Nagahama Red Cross Hosbital
(Chief: Dr. K. Tei)
Akira HARA and Hideo SAWADA
From the Department of Biochemistry, Gifu College of Pharmacy
(Director: Prof. H. Sawada)
   A new enzymatic method for determining urinary polyamine concentration by fractiona-
tion of the urinary acetyl conjugate into free polyamines with acylpolyamine amido-hydrolase 
and quantification using two kinds of amine-oxidase of different substrate specificity was 
examined. 
   High recovery rates of urinary polyamine by enzymatic hydrolyzation were obtained, 
namely, 95±4% for diamine, 95±1% for spermidine and 99±2% for spermine. Furthermore, 
excellent linearity was demonstrated with up to 150 pmole/l diamine, up to 75,mole/1 sper-
midine and up to 50 pmole/1 spermine. 
   Although urinary polyamine concentration varied diurnally even after correction of uri-
nary creatinine, day-to-day variation disappeared. 
   In 24-hour pooled urine and voluntary urine, diamine, spermidine and spermine corre-
lated relatively well. 
   Urinary leukocytes and erythrocytes exerted no influence on urinary polyamine.






























研 究 方 法
A3測 定 原理
本 法 は ポ リア ミン類(Diamine=Putresdne十Ca-
daverine,Spermjdine,Spermine)を下 記 の基 質 特
異 性 の異 な る2種 類 の ア ミ ン酸 化 酵 素 を 用 い て 酸化
し,こ の反 応 に よ り生成 され る過 酸 化 水 素 を 比色 定 量
す る こ と に よ り,Diaminc,Sperm玉dineおよ び
Spermineを分 別 定 量す る もの で あ る.
プ トレ ッシ ン酸 化 酵 素(PUOと 略):Putrescine,
Cadaverine,Spermid量neを酸 化 し,そ れ ぞ れ1モ
ル量 の過 酸 化 水 素 を生 成 さ せ る が,Sperm三ne,モノ
ア ミン類,他 の ジ ア ミ ン類 は 酸 化 しな い.
ポ リア ミン酸 化酵 素(PAOと 略):Spermidine,
Spermineを酸 化 し,そ れ ぞ れ1モ ル壁,2モ ル量 の
過 酸 化 水 素 を生 成 させ るが,モ ノア ミン類,ジ ア ミン
類 を 全 く酸化 しない.
反応1:プ ト レッシ ソ酸化 酵 素 に よ りDiamincと
Spermidineを酸化 す る.こ の反 応 に よ り得 られ る吸
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反 応H=プ トレ ッシ ン酸 化 酵 素 に よ りDiamineと
Spermidineを酸 化す る.次 に ポ リア ミン酸化 酵 素を
添 加 し,未 反 応 で あ るSperm量ncを酸 化 す る.こ の
反 応 に よ り得 ら れ る 吸 光 度(ADはDiam三ne+
Sperln三dine+2・Spermineの量 を 示 す.
反 応 皿=ポ リア ミン酸 化 酵 素 に よ りSperm五neと
Spcrmineを酸 化す る.こ の反 応 に よ り得 られ る吸 光
度(A■)はSpermidine+2・Sperm三neの量 を 示
す.し た が っ てDiamine,Sperm量dine,Spermine




K:色 原体 に 由来 す る係 数
尿 中 ポ リア ミンは 大 部 分 が アセ チ ル抱 合 体 と して存
在 す る た め,測 定 に は 前 処 理 と して アセ チ ル抱 合型 ポ
リア ミンを加 水 分 解 に て遊 離 型 ポ リア ミンにす る 必要
が あ る.加 水 分解 と し て 塩 酸 加水 分 解 法 とacylpo・
lyamineamidohydrolaseを用 い る酵 素加 水 分 解 法
が あ る,
B3測 定 方 法
a)L塩 酸 加 水 分 解 法 と カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィ
共栓 付 試 験 管 に 尿10m1お よびHCI.(35%)2.5
酒井 ・ほ か:酵 素 法 ・尿 中 ポ リア ミン
mlを 加 え,iOO℃,6時 間 加 熱 後,5,000xgに て
10分間 遠 心 分 離 した.上 清 を5Nお よび1NNaoH
に てpH4～7に 調整 した.カ ラ ムに 上 清 を 添 加 し,
精製 水10ml(2回)洗 浄 後,0.5NHCLlOmlに
て溶 出 した.
カ ラムは0.5×1.8cmの 陰 イ オ ン交換 樹 脂 を 含む
もの を使 用 した.
2.Diamine,SpermidineおよびSpermineの分
別定 量
発 色 液=4一 ア ミ ノア ン チ ピ リ ン10mg,を 含む
0.15Mホ ウ酸 ナ トリ ウムー リ ン酸 緩 衝 液(pH7.3)
135m1に,TOOS45mgお よび ペ ル オ キ シ ダ ーゼ
2mgを 用 時 溶解 した溶 液
酵 素 液=ポ リア ミンオ キ シダ ー ゼ(PAO)20u/ml
お よび4U/ml,プ トレ ッシ ンオ キ シ ダ ーゼ(PUO)
180u/m1および90u/mlは そ れ ぞ れ の酵 素 原 液 を
10mMリ ン酸 緩 衝 液(pH7.0)に て用 時 希 釈 した.
中 和 剤=3Mリ ン酸二 水 素 ナ トリウ ム溶液
反 応:0。67MNaoHに て 中和 さ れ た カ ラ ム溶 出
液1.5mlに,発 色 液1.35m1を 加 え反 応1,H,m
を行 った.す な わ ち,反 応1で は30℃ に て3分 間
preincubation後,Puo(90u/mi)o.05mlを加 え,
30℃ で20分間反 応 させ,中 和 剤0.1mlに て反 応 停
止後,555nmに お け る 吸光 度(AI)を 測 定 した.反
応Hで は30℃ に て3分 間preincubation後,PUO
(180U/ml)0.04mlを加 え,30℃ で20分間 反 応 さ
せ,中 和 剤0.1m1で 反 応 を 停 止 させ た.中 和 剤 の添
329
加 に よ りPAoの 至 適pHと した後,PAo(20u/
ml)0.01mlを加 え,30℃ で10分間 反 応 後,555nm
に お け る吸 光 度(A置)を 測 定 した.反 応 皿 で は 中和
剤0.1mlを 添 加 し,30℃ に て3分 聞preincubation
後,PAo(4u/ml)o.05m1を 加 え,30℃ でlo分
閾反 応 させ555nmに お け る吸 光 度(A皿)を 測 定 し





b)1.酵 素 加 水 分解 法 とカ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィ
尿5mlに0.2MTricine緩 衝 液(pH7.5)5ml
を加 え,30DCに て3分 間preincubation後,acy1-
polyam三ncamidohydrolase(1000U/ml)0.1mlを
加 え,30℃,1時 間 酵 素 加 水 分 解 した.加 水 分 解 処 理
尿全 量 を ヵ ラ ム に添 加 し,精 製 水4m1で 洗 浄 後,
0.5NHCL3m1に て溶 出 した.溶 出液 は0.47N
NaOHに てpH5～8に 調 整 し,不 足 分 は精 製 水 を
加 え て全 量 を5m1と した.
カ ラ ムは0.8×1.1cmの 陰 イ オ ン交 換 樹 脂 を 含 む
もの を 使 用 した.
2.D圭amine,SpermidineおよびSpermineの分
別 定 量
発 色 液:4一 ア ミ ノア ンチ ピ リン10.8mgを 含 む
0.2Mホ ウ酸 ナ トリウ ムー リン酸緩 衝 液(pH7.3)





























ゼ2mgを 用 時 溶 解 した 溶 液.
酵 素 液 幽ポ リア ミンオ キ シ ダ ーゼ(PAO)200U/
mlお よ び40u/m1,プ ト レ ッ シ ン オ キ シ ダ ー ゼ
(Puo)180u/mlおよび90u/mlは 酵 素 原液 をIo
InMリ ン酸緩 衝 液(pH7.0)に て用 時 希 釈Lた.
中和 剤=3Mリ ン酸 二 水 素 ナ トリウ ム溶 液
反 応:0.47MNaoHに て 中和 した 溶 出液1mlに,
発 色液L8・nlを 加 え,反 応1,H,皿 を 行 った.す な
わ ち,反 応1で は30℃ に て3分 間preincubation
後,PUO(90U/m1)0.051nlを加 え,30℃ で20分
間 反 応 させ,中 和 剤0.15m1に て反 応 停 止 後,555
nmに おけ る吸光 度(ADを 測 定 した.反 応Hで は
30℃ に て3分 間preincubation後,PUO(180U/
ml)0.04mlを加 え,30℃ で20分間 反 応 させ,中 和
剤0.15m正 で反 応 を 停 止 さ せ た.中 和 剤 の添 加 に よ
りPAoの 至 適pHと した 後,PAo(200u/1nl)
0.01mlを加 え,30℃ で20分 間 反 応 後,555nmに
お け る 吸光 度(A五)を 測 定 した.反 応 皿 では 中 和 剤
0,15mlを添 加 し,30℃ に て3分 間preincubation
後,PAo(40u/m1)o.05m1を加 え,30℃ で20分
間反 応 後,555nmに お け る 吸 光 度(Aの を 測 定 し






検体 は いず れ も測 定 日 まで 一20℃ に て保 存 し測 定
に 用 いた.測 定 値 は尿 中 ポ リア ミン値(μm・1・!1)を
尿中 ク レア チ ニ ン(g!1)で除 した値(μmoles/g.Cr.)
で求 め た.
成 績
尿 中 ポ リア ミ ソの添 加 回 収 試 験 は 塩 酸 加 水 分 解 お よ
び 酵 素 加水 分解 の両 者 に て検 討 した.尿 中 ポ リア ミ ン
の 日内変 動 お よび 日差 変 動,24時 間 畜 尿 中 ポ リァ ミ ン
と早 期 尿中 ポ リア ミ ンの比 較,尿 中 ポ リア ミ ンに 対 す
る尿 中 白血 球 ・赤 血 球 の影 響 に つ い て の検 討 は 酵 素 加
水 分解 のみ で行 った,
1)添加 回収 試 験 お よび 検 量 線
a)塩 酸 加 水分 解
標 準 液 を用 い た 尿 中 ポ リア ミンの添 加 回収 試 験 の結
果 をFig.1に 示す,
Diamineの回収 率 は88±14%,Spermidineのそ
れ は83±5%,Spermineの そ れ は95±13%で あ
り,い ず れ も4-28μmole/1の範 囲 で 良好 な成 績 を
得 た.
b)酵 素 加 水 分 解
標 準 液 を 用 い た 尿 中 ポ リア ミンの添 加 回収 試 験 の結
果 をFig.2に 示 す.
Diamineの回収 率 は95±4%,Spermidineのそ
れ は95±i%,Spermineのそ れ は99±2%で あ り,
い ずれ も良 好 な成 績 が 得 られ た.検 量 線 はFig.2に
示す ご と く,Diamineは150μmole/1,Spermidine
は75μmole/1,Spermineは50μmole/1まで い ずれ
























































































リア ミンの 日内変 動 は 補 正 しな い場 合 と比 較 し てバ ラ
ツキ は 少 な い もの のDiam五ne,Spermidine,Sper-
mineのいず れ も 日内 変 動 を や は り認 めた.Diamine,
Spermidineは6時の尿 中 が最 も高 く,12時尿 に おい
て 低下 し,再 度18時尿 で増 加 す る傾 向 が認 め られ た.
Spermineの日内変 動 が 最 も激 し く,一 定 の傾 向 は認
め ら れ な か っ た.各 分 別 の ポ リ ア ミ ン 総 量 はDi-
























































4)24時間蓄尿 と早朝尿 における尿中ポ リア ミンの比
酒 井 ・ほ か:酵 素 法 ・尿 中 ポ リア ミソ
較
24時間 蓄 尿 は 入 院患 者 では 容 易 に 採 取 で き るが,外
来 患 者 では な か な か 困難 で あ る.24時間 蓄 尿 中 の ポ リ
ア ミンのか わ りに 早 期 尿 中 ポ リア ミンで代 用 で き るか
の 検討 を す る た め,24時 間 蓄 尿 お よ び 早 朝 尿 を 採 取
し,そ れ ぞれ の尿 中 ポ リア ミンを 測定 した.尿 中 ク レ
ア チ ニ ンに て補 正 した 両 者 の尿 中 ポ リア ミ ンをFig.
8に 示 す.対 象 は種 々 の泌 尿 器 科 的疾 患 を有 す る入 院
中 の14症例 で あ る.
D三amineにお け る両 者 の 間に は γ=0.8718,ノ跡
1.09κ一3.75,η=14,Spermidineにお け る両 者 の
間 に は γ=0.9188,ノ=1.06κ十2.18,η=14,Sper.
mineにおけ る両 者 の 間 に は γ=0.806ユ,ノ=1.09κ十
〇.83,F14お よび そ れ らの ポ リア ミ ン総 量 に お け る
両 者 の 間に は γ=0.8733,ノ=1.14κ+2.27,η=14と
い ずれ も比 較 的 良好 な相 関 関 係 が 得 られ た.
5)尿 中 ポ リア ミン に 対 す る 尿中 白血 球 ・赤血 球 の影
響
尿 中 白血 球 ・赤 血 球 と も1視 野 あ た り5個 以 上 を
positive(十),それ未 満 をnegativc(一)とし て,
前立 腺 肥 大 症 を 含 む 泌 尿 器 科 的 良 性 疾患 と泌尿 器 科 的
悪性 疾 患 別 に 尿 中 ポ リア ミ ンに 対 す る影 響 を検 討 した
(Fig.9),









1.1±1,4μmoles/g.Cr.であ り,泌尿器 科 的 悪 性 疾 患
14例のDiamineの平 均 は40.7±34.6μmoles/9・cr・,
spermidineは9.o±7.7μmoles/9.cr・,spermine
は2.9±3.2μmoles/9.cr.であ った.尿 中 白 血 球
(一)の 泌 尿 器 科 的 良 性 疾 患23例 のDiamineの 平均
は19.9±8.7μmolcs/9.cr.,spermidineは6・9±
3.9μmoles/9.Cr.,spermineは1・1±o・7μmoles/




Diamine,Spermidine,Spermineのいず れ に お
い て も,尿 中 白血球(+)の 泌 尿 器 科 的 良 性疾 患 は尿
中 自血 球(一)の そ れに 対 して有 意 の差 を 示 さ ず,泌
尿器 科 的悪 性 疾 患 の 同 様 の検 討 に お い て も有 意 の 差 を
示 さな か った.
尿 中 赤 血 球(+)の 泌尿 器 科 的 良 性 疾 患6例 のDi-
amineの平 均 は31.o±2生4μmoles/9.cr.,sper-
midincは6.2±3.5μmolcs/g.Cr.,Spermineは
1.8±2.oμmoles/9.cr.であ り,泌 尿器 科 的 悪 性 疾
患21例のDiamineの 平 均 は37.2±29.3μmoles/9。
Cr.,Spermidineは16.0±24,9μmoles/9・Cr・,
Spermineは2.6±3.1μmoles/g.Cr.であ っ た.尿
中 赤 血 球(一)の 泌 尿 器 科 的 良性 疾 患31例 のDia-
mineの平 均 は19.6±8.6μmoles/g.Cr.,Spermi-
dineは7.2±3.7μmoles/9。Cr.,spermineは1・o
±0.6μlnoles/g.Cr.であ り,泌 尿 器 科 的 悪 性 疾 患20
例 のDiamineの 平均 は36.3±28.5μm。les/9.Cr・,
spermidineは13・9±13・7μmoles/9・cr・,spermine
は2.1±2.2μmo!es/g.Cr.であ った.
Diamine,Spermidine,Spermineのい ず れに お
い て も,尿 中 赤血 球(+)の 泌 尿 器 科 的 良性 疾 患 は 尿
中 赤 血 球(尚)の そ れに 対 して有 意 の差 を 示 さず,泌
尿 器 科 的 悪 性 疾 患 の 同様 の 検討 に お い て も右 意 の差 を




























































































































































































































































































































































































酒 井 ・ほ か:酵 素 法 ・尿 中 ポ リア ミン
フィ法やア ミノ酸分析法などの従来法は手技が複雑で
高価な器具を要すため,手 軽に臨床に応用することが
できなかった.尿 中に排泄されるポ リア ミンは90%以
上が抱合型で存在するとされてお り,加水分解に より











































































らに,本 法は尿ばか りでなく血液 ・組織中ポ リアミン
の分別定量も可能であ り現在検討中である.そのため












3)酵 素 加 水 分 解 に よる尿 中 ポ リア ミンの 回収 率 は
Diamine95±4%,Spermidine95±1%,Sper-
Inine99±2%と良 好 な成 績 を得 た.さ らにDiaminc
ウよ150μmole/1,spermidineをよ75μmole/1,spe-
mrineは50μmole/1までい ずれ も良好 な直 線 性 が得
られ た.
4)尿 中 ポ リア ミ ンの 日内 変動 は ク レアチ ニ ソ補 正
に て も認 め られ た が,日 差 変 動は ク レア チ ニ ン補 正 に
て一 定 した 値 が 得 られ た.
5)24時間 蓄 尿 と早朝 尿 の尿 中 ポ リア モ ンの比 較 検
討 で はDiamine,Spermidine,Sperm三neとも比
較 的 良 好 な 相 関 関 係 が得 られ た.
6)尿 中 ポ リア ミ ンは尿 中 白血 球,赤 血 球 に よ る影
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